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Abstract 



The invention relates to derivatives of hepatitis C virus amino acid sequences. These derivatives can be 
used to screen samples, such as blood, to determine if antibodies to hepatitis C virus are present 



Data supplied from the esp@cenet database - 12 



http://12.espacenet.com/dips/abstract?CY=ep&LG=en&PNP=US6210901&PN=DE44027:... 11/29/2001 



Offenlegungsschrift 



DEUTSCHLANO 




DEUTSCHES 
PATENTAMT 



DE 4402 756 A 1 



@ Aktenzeichen: 
@ Anmeldetag: 
@ Offenlegungstag: 



@ Int. CI.6: 

C07K 16/00 

A 61 K 39/395 
G 01 N 33/53 



P 44 02 756.7 
31. 1.94 
3. 8.95 



CD 



lU 



Tj) Anmelder: 

Boehringer Mannheim GmbH, 68305 Mannheim, DE 



@ Erfinder: 

Seidel, Christoph, Dipl.-Chem. Dr., 82362 Weilheim, 
DE; Herrmann, Rupert, Dipl.-Chem. Dr., 82362 
Weiiheim, DE; Hoess, Eva, Dipl.-Chem. Dr., 82319 
Sternberg, DE; Batz, Hans-Georg. Dipl.-Chem. Dr„ 
82327 Tutzing, DE 



@ Spezifische Bindungssubstanzen fur Antikorper und deren Verwendung fur Immunoassays oder Vakzine 



C1-C4-Alkytrest darstellen oder einen Phenyl-, Naphtyl- oder 



CO 

8 

UJ 

Q 



@ Gegenstand der Erfindung ist ein immunologlsches Bln- 
dungssystem fur Antikdrper und deren Verwendung in 
Immunoassays und als Vakzln. 

Die immunologische Bindungssubstanz, die mit einem Anti- 
kdrper, der gegen ein Epitop mit einer naturlichen Amino-- 
sauresequenz speziflsch gerichtet ist, spezifisch bindet und 
die entweder eine detektierbare Marlderung trigt oder 
festphasengebunden 1st odar uber ein spezifisches Bin* 
dungsmolekul an eine Festphase gebunden werden kann 
oder an efn immunogen wirksames, T-Zell-Epitop enthatten- 
des Molekul oder an efn Carrierproteinmolekul gebunden 1st 
Ist daduroh gekennzefchnet, da& die spezifische Bindungs- 
substanz eine dem natilrflchen Epitop entsprechende Ami- 
nosauressquenz darsteltt, bei der mindestens an einer 
Peptidbindung oder an einer Aminosaure die Sequenz 

dadurch verander t ist, da& . — 

~ a) eine^c^erlhehrei^CO-NH-Peptidbindungsgruppen du 
eine davon verschledene zwei- oder dreiatomige Brucke 
ersetzt sind, 

b) Aminosauresettenketten urn eine -CH2-Gruppe verkurzt 
Oder um eine -CH2-, -S-, -0-, -NH-, -S02- oder -CO-Goippe 
veriangert sind, 

c) eine oder mehrere Amtnosauren durch eine nicht-biogene 
L- Oder O-Aminosaure des Typs 
HR'N-Y-COOH ersetzt sind, wobei 
Y eine -(CH2)n-Gruppe darsteKt, mit n « 2-8 oder 
eine >CH-{CH2)m-CR'R^R^-Gruppe darsteltt mit m « 0-3, 
wobei . 
R1, R2 und R3, die gtelch oder verschieden sein konnen, 
Wasserstoff, einen verzwelgten oder unverzvveigten 

Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unteriagen entnommen 

BUKIDESDRUCKEREI 06.95 508031/226 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft spezifische Bindungssubstanzen fttr Antikorper, deren Verwendung in Immunoassays 
und als Vakzin sowie ein immunologisches Bestimmungsverfahren unter Verwendung dieser spezifischen Bin- 
5 dungssubstanz als Bindungspartner fOr den Antikorper. 

Von Antikdrpem ist bekannt, daS sie die entsprechenden Antigene fiuBerst spezifisch binden. 1st ein Antikdr- 
per gegen eine Arainosaureteilsequenz (Epitop) eines Proteins gerichtet, ist bekannt. daB zu seiner Bindung auch 
diese Teilsequenz allein verwendet werden kann. 

Die spezifische Bindung zweier BiomolekOle wurde erstmals fOr die Enzymsubstrat-Bindung mit dem SchlQs- 
10 sel-Schloi^Prinzip verglichen. Linus Pauling erkannte jedoch in den 60er Jahren. daB zwischen der Enzym-Sub- 
strat-Bindung und einer AntikOrper-Antigen-Bindung ein fundamentaler Unterschied bestehL Die Bindungsstel- 
le eines Enzym ist durchaus nicht voUkommen passend fOr sein Substrat Vielmehr scheint die Bindungsstelle 
eines Enzyms der Struktur des Obergangszustands einer Substratreaktion vie! Shnlicher zu sein und erlaubt 
daher dem Substrat einen gewissen Spielraura in seiner Struktur, ohne daB das Enzym seine Bindungseigenschaf- 
15 ten fOr das Substrat verliert Dagegen wird fOr die Antigen-Antikdrper-Bindung ein absolutes Einpassen des 
Antigen-Epitops in die Bindungsstelle des Antikdrpers gefordert, was eine raumliche Variation des Epitops 
bezQglich der AntikSrperbindung prinzipiell ausschlieBt Nur durch diese spezifische Epitop- Antik6rper-Bin- 
dung kann eine Fremdsubstanz spezifisch aus dem Organismus durch AntikOrper eliminiert werden. 
Epitope, gegen die em Antikarper spezifisch gerichtet ist. werden hauptsSchlich fOr zwei Anwendungen 
20 eingesetzt: Zum einen dienen sie — meist an einen Carrier gebunden — als Iramunogene (Vakzine), die einen 
Organismus zur Produktion von Antikdrpem veranlassen, die gegen diese Epitope oder gegen Antigene, die 
diese Epitope enthalten, gerichtet sind, Zum anderen werden solche Epitope in Immunoassays zum spezifischen 
Nachweis von AntikOrpem in Korperflassigkeiten eingesetzt in denen sie durch Antigene, die diese Epitope 
enthalten. als Immunreaktion erzeugt warden (beispielsweise nach Infektion durch einen infektiasen Organls- 
25 mus). 

Sind die Epitope Polypeptide, so stellt sich bei deren Einsatz im Organismus als Vafcrin oder bei diagnosti- 
schen Anwendungen im Kontakt mit KorperfiOssigkeiten wie Serum das Problem, daB die Polypeptide durch 
metabolischen Abbau, insbesondere Proteasen, wie sie in KarperflOssigkeiten enthalten sind, zersetzt werden 
und ihre Funktion verlieren. 

30 Von Polypeptiden. die zu therapeutischen Zwecken, d h. zur Bindung an Enzyme oder an Hormonrezeptoren 
im Organismus eingesetzt werden. ist bekannt, daB sie vor ihrem metabolischem Abbau im Karper dadurch 
geschutzt werden kannen. daB eine Modifikation der Aminosauresequenz vorgenommen wird. Solche soge- 
nannten Peptidmimetika als therapeutische Mittel und deren Herstellung werden u. a. in Giannis, Angewandte 
Chemie 105 (1993) 1303-1326; Lee. Bull Chem. Soa Jpn 66 (1993) 2006-2010 und Dorsch et al. Kontakte 

35 (Darmstadt) 1993 (2) beschrieben. Dieser Weg der Modifikation schien aber fOr Epitope zur Bindung von 
Antikarpem und zur Erzeugung von Antikarpem als Immunogen aufgrund der bekannten hohen Spezifitlt der 
Epitop- Antikarper-Bindung versperrt 

Zur Stabilisierung solcher Polypeptidepitope wurden kOrzlich auf dem 3. Europaischen BIAcore Symposium 
in London 1993 Peptid-Humanserumalbumin-Fusionsprodukte vorgeschlagen (Integration of Biocore in the 

40 Discovery Department. S. Reboul et al). Durch die Kopplung der Peptidepitope an Humanserumaibumin wird 
alierdings der enzymatische Abbau der Polypeptide lediglich etwas verzagert, nicht aber verhindert 

Aufgabe der Erfindung war es, Bindungssubstanzen zur Verffigung zu stellen. die als Epitope fOr Vakzine zur 
Erzeugung von Antikarpem und in Immunoassays zum Nachweis von Antikdrpem, die gegen Epitope einer 
bestimmten natilrlichen Aminosauresequenz gerichtet sind, fungieren kannen und die eine veranderte metaboli- 

45 sche Stabilitfit insbesondere erne veranderte ProteasestabilitSt oder eine veranderte Wirkungsdauer als Immun- 
ogen in einem tierischen Organismus oder als Bindungspartner in Immunoassays mit Karperfiflssigkeiten als 
Probenmaterial aufweisen und die trotzdera einen Antikarper, der gegen ein entsprechendes natOrliches Epitop 
gerichtet ist. in spezifischer und selektiver Weise binden kannen bzw. diesen Antikarper in einer Immunantwort 
erzeugen. 

50 Die Aufgabe wird geiast durch die Erfindung, wie sie m den Ansprflchen diarakterisiert ist Gberraschender- 
weise wurde gefunden, daB trotz der auBerst hohen Spezifitat der Antigen-Antikorper-Reaktion bei einer 
Strukturanderung in einer natflrlichen Epitop-Polypeptidsequenz durch Veranderung der Aminosauren in der 
Sequenz in der erfinderischen Weise nicht die Bindung des modifizierten Epitops zu einem Antikarper, der 
gegen das unmodifizierte Epitop gerichtet ist, verhindert wird. Gleichzeitig zeigt das modifizierte Epitop im 

55 Vergleich zum unmodifizierten Epitop aber veranderte metabolische Eigenschaften im Kontakt mit KarperflOs- 
sigkeiten Oder in einem tierischen Metabolismus, z. B. eine veranderte Stabilitat gegenflber kerpereigenen 

Proteasen. 

^ -Unter-Veranderung der Aniinosauren der Anunosatii^equeM Epitops werden erfindungsge- 

maB folgende Moglidikeiten verstanden: 

60 

a) Ersatz der — CO— NH-Gmppe mindestens einer Peptidbmdung durch eine davon verschiedene zwei- 
oder drei-atoraige Brttcke. 

Unter zwei-atomiger BrOcke wird bevorzugt eine — NH— CX>-. — CH2— CH2-, — CH«CH-. — CH2— NH-, 
-NH-CH2-. -0-CH2-. -CH2-0-, — CH2-.S- oder -S-CH2-Gmppe verstanden. Unter drei-ato- 
; 65. miger Brilcke wird bevorzugt eine — CH2— CH2-CH2-Gmppe verstanden. in der eine -CH2-Gruppe 
auch durch eine — O- oder — NH-, — S- oder — CO-Gruppe ersetzt sein kana Hevorzugt sind zwei-at mige 
Brflcken. 

Ganz besonders bev rzugt ist eine — CH2— CH2-, — CH2— NH- oder — NH— CO-Gmppe. Wirxl eine 
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Peptid-CO— NH-Gruppe beispielsweise durch eine — NH— CO-Gruppe ersetzt, erhait man formal aus 
zwei Aminosaurea des naturlichen Epitops ein Diamin und eine Dicarbonsaure. Wird eine —CO— NH- 
Gruppe beispielsweise durch eine — CH2— CH2-Gruppe ersetzt, erhait man formal innerhalb der Sequenz 
der erfmdungsgemaBen Bindungssubstanz ein Anunovaleriansaurederivat 

b) Verlangerung oder Verkurzung der Seitenketten einer oder mehrerer Aminosauren des naturlichen 5 
Epitops. Bevorzugt ist dabei der Einbau einer zusatzlichen — CH2-, — — — NH-, — S02-, — CO-Grup- 
pe oder das Weglassen von P-Methylengruppen in der Seitenkette. Ganz besonders bevorzugt wird dies in 
den vorhandenen Seitenketten aller Aminosauren des Epitops durchgefOhrt. 

c) Ersatz einer natflrlichen Aminosaure des naturlichen Epitops durch eine oder mehrere nicht-biogene L- 
oder D- Aminosauren des Typs 10 

HR'N-Y-COOH 



wobei 

R' Wasserstoff und 15 

Y eine — {CH2)n-Gruppe darstellt» mit n =2— 8 oder 

eine CH-(CH2)m-CR*R2R^-Gruppe darstelit mit m«0-3. wobei R*, R^ und R^diegleich oder verschie- 
den sein kdnnen* Wasserstoff, einen verzweigten oder unverzweigten CI— C4-Alkyirest darstellen oder 
einen Phenyl-, Naphtyl- oder einen 0» S oder N enthaitenden 5— Sgtiedrigen Heteroarylrest darstellen, der 
mit Methyl, Halogen, NH2, OH oder Carboxy substituiert sein kann oder wobei 20 

Y eine > CHR-Gruppe darstelit wobei 

R eine Seitenkette einer natfirlichen Aminosaure darstelit, in der eine — CH2-Gruppe durch — S— , NH—, 
— CH-n — , — S02— , —CO— Oder — O— ersetzt ist. oder in der ein oder mehrere H-Atome durch CH3, 
NHz, Carboxyl SH, Halogen oder Hydroxy ersetzt sind, 

wobei in alien Fallen Y eine in keiner natOrlichen Aminosaure vorkommende Gruppierung bildet oder 25 
wobei R' Methyl, Ethyl oder Phenyl und 

Y eine ^ CHR-Gruppe darstelit in der R eine Seitenkette einer natfirlichen Aminosaure ist 

Unter Halogen wind dabei F, CI, Br oder Jod, insbesondere CI verstanden. Unter Heteroarylresten sind 
besonders Pyridin, Pyrrol, Furan und Thiophen bevorzugt 

d) Ersatz von einer oder mehreren L-Aminosauren durch eine einer beliebigen natiirlichen L-Aminosaure 30 
entsprechenden D-Aminosaure. 

Die erfmdungsgemaBe Bindungssubstanz bindet solche Antikorper, die gegen ein Antigen mit einem entspre- 
chenden Epitop aus einer natiirlichen Aminosauresequenz gerichtet sind. Insbesondere fallen darunter Antikor- 
per, die gegen ein Epitop eines infektidsen Organismus gerichtet sind Beispiele sind die Epitope des HCV und 35 
desHIV-Virus: 



ZtlTONTNSR und PQDVKFPGGGQIVGGV und GQXVGGVYLI^PBRGPiRIiG 



40 



NS4-RegiQn: ^_ 

jg QTTT.P VTTgQ und QK&I^UG?? und 45 

50 

HXV I: \ 
gp-*i2 



gpl20: — 7 

pieVj^PTKaKROTVQRKKa und KRKEtlHIGPSRAIY 

60 

HIV ns 



gp32: 



AuQerdem gibt es je nachTyp des Virus leichte Sequenzunterschiede. 



65 
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Unter Epitop mit einer natOrlichen Aminosauresequenz wird die Mindestaminosauresequenz bestehend aus 
naturlichen Aminosauren eines natOrlichen Antigens, zum Beispiel eines infektidsen Organismus, verstanden, die 
fur die Bindung eines durch das Antigen erzeugten Antik6rpers notwendig ist Dies sind Aminosauresequenzen 
aus mindestens 6 Aminosauren, bevorzugt mindestens 10 Aminosauren. Selbstverstandlich kSnnen sich an die 

5 Epitopaminosauresequenz am C- oder N-termlnalen Ende weitere Aminosauren anschlieBen. Diese tragen aber 
nicht mehr essentiell zur Bindung des Antikdrpers beL Die erfindungsgemaBe immunologische Bindungssub- 
stanz soli mindestens dieser Aminosauresequenz des natOrlichen Epitops entsprechen, wobet sie allerdings 
innerhalb dieser Aminosauresequenz mindestens an einer Stelle in der erfmdungsgemaBen Weise verlndert ist 
Bevorzugt wird eine — CO— NH-Gruppe einer Peptidbindung erfindungsgemaB ersetzt, ganz besonders 

10 bevorzugt an einer Stelle der Sequenz an der die zugeh5rige Amidbindung durch eine Protease besonders 
spaltungsgefahrdet ist Dabei muB nicht an jeder maglichen Proteasespaltstelle eine — CO— NH-Gruppe durch 
eine hydrolysestabile Atomgruppe modifiziert werden. Dem Fachmami sind die Konzentrationen und Arten 
relevanter Proteasen in verschiedenen KdrperflQssigkeiten bekannt Haufig vorkommende Proteasen sind 
beispielsweise Trypsin, Chymotrypsin, Collagenase. Elastase, Thrombin, Plasmin oder Kailikrein (z. B. N. Katun- 

15 uma et al, Japan. ScL Soa Press, Tokyo/Springer Verlag Berlin. Seite 37—44 (1983). Ebenso sind ihm die 
jeweiligen Aminosauresequenzen der Spaltstellen verschiedener Proteasen bekannt Daneben gibt es auch 
unspezifische Proteasen. Besonders spaltungsgefahrdet sind beispielsweise Proteasespaltstellen an den Enden 
einer Aminosauresequenz. Hier ist die Aminosauresequenz besonders ge^hrdet dutch den Abbau durch Exo- 
peptidasen. Weiter sind Glycin enthaltende Peptidsequenzen besonders spaltungsgefahrdet, da die fehlende 

20 Seitengruppe des Glycins einen hydrolytischen Angriff einer unspezifischen Protease besonders begOnstigt 
Durch die erfindungsgemaBe Modifikation einer durch Peptidasen gefahrdeten Amidbindung, insbesondere 
einer Glycin-Peptid-Bindung allein, kann schon eine wesentlidi verbesserte StabilitSt der erfindungsgemaBen 
Bindungssubstanzen gegenflber den natOrlichen Epitopen bezflglich Abbau durch Proteasen erreicht werden. 
Die Proteasestabilitat einer erfindungsgemaBen Bindungssubstanz kann vorteilhaft beispielsweise so ermittelt 

25 werden, daB sie Pankreatin, einem Gemisch haufig vorkommender Proteasen (u, a. Carboxypeptidase A und B, 
Trypsin, Pepsiti, Chymotrypsin, Elastase) oder Pronase (u. a. Aminopeptidase. Carboxypeptidase, alkalische und 
neutrale Proteinase), ausgesetzt wird. Der verminderte enzymatische Abbau der Bindungssubstanz kann durch 
HPLC- Analyse des zeitiichen Auftretens von PeptidbruchstOcken bestimmt werden. 
Ganz besonders bevorzugt wird eine -CO-NH-Gruppe durch — CH2— CH2-, CH2— NH- oder NH-CO- 

30 Gruppen ersetzt 

Ene zusatzliche Blockierung der Sequenz-Termini stabilisiert die Bindungssubstanz zusfitzlich gegenflber 
Exopeptidasen. 

Die immunologische Bindungssubstanz ist entweder an ein detektierbares Markierungsmolekfll, an eine 
Festphase oder an ein spezifisches Bindungsmolekfll, das an eine Festphase spezifisch binden kann, gekoppelt 
35 Diese Kopplung erfolgt bevorzugt kovalent, entweder direkt fiber das C- oder N-terminale Ende der Bmdungs- 
substanz oder Ober einen Spacer. 

Eine detektierbare Markierung kann direkt oder indirekt ein meBbares Signal liefem, zum Beispiel durch 
Radioaktivitat Chemilumineszenz. Phosphoreszenz, Fiuoreszenz oder Elektrochemilumineszenz oder durch 
sichtbare Farbc. Ein indirekt meBbares Signal liegt zum Beispiel bei Enzymmarkierung vor. Hier wird durch 
40 Zugabe eines Enzymsubstrates eine Farbe gebildet Beispiele fur Enzymmarkierungen sind: Markierungen mit 
P-Galaktosidase, alkalische Phosphatase oder Peroxidase. 

Die Bindung der Bindungssubstanz an eine Festphase erfolgt nach dem Fachmann geiaufigen Methodea Als 
Festphasen dienen beispielsweise Kugeln, Kunststoffrdhrchen, Mikrotiterplatten oderTesttrager. 
Die immunologische Bindungssubstanz kann auch an ein spezifisches BindemolekOI gekoppelt sein, Ober das 
45 es an eine Festphase binden kann. Ein bevorzugtes Beispiel ist Biotin, das bevorzugt am N-terminalen Ende der 
Bindungssubstanz gebunden ist und spezifisch an eine mitStreptavidin beschichtete Oberflache binden kann. 

Die erfindungsgemaBe Bindungssubstanz kann vorteilhaft in Immunoassays eingesetzt werden. Besonders 
vorteilhaft ist ihr Einsatz in Immunoassays nach dem Sandwichprinzip zum Nachweis eines Antikdrpers, der 
gegen ein Epitop mit einer entsprechenden, natOrilchen Aminosauresequenz gerichtet ist, durch Inkubation der 
50 AntikOrperprobe mit zwei Bindungspartnem, die mit dem Antik6rper spezifisch binden, imd Bestimmung der 
Bildung des AntikOrper-Bindungspartner-Komplexes in einer geeigneten Weise, dadurch gekennzeichnet, daB 
mindestens einer der Bmdungspartner eine erfindungsgemaBe Bindungssubstanz darstellt 

Bevorzugt wird ein solcher Immunoassay als heterogener Immunoassay durchgefflhrt Dabei ist einer der 
Bindimgspartner entweder direkt oder Ober einen Spacer an eine Festphase gebunden oder ist an eine spezifi- 
55 sche Bindungsstelle, zum Beispiel Biotin, gebunden, die w^hrend des Inmiunoassays an die Festphase binden 
kann. FOr diesen Bindungspartner wird eine erfindungsgemaBe Bindungssubstanz verwendet 

Der zweite^indungsp_artner ist markiert FO^^ 

mit einem Markierirngsmolekul versehene Bindungssubstanz oder ein gegen den nachzuweisenden Antik6rper 
gerichteter, markierter Anti-Antik6rper benutzt werden. Bevorzugte Markierungen sind Enzymmarkierungen 
60 Oder Direktmarkierungen mit beispielsweise Metallsolea 

Zur Durchfflhrung des Immunoassays wird eine Probe des nachzuweisenden Antikdrpers mit dem ersten 
Bindungspartner, dem markierten Bindungspartner und der Festphase gleichzeitig oder sukzessive inkubiert, 
wobei sich ein festphasengebundener Komplex aus erstem Bindungspartner, Antikdrper und markiertem Bin- 
dungspartner bildet Bevorzugt werden dann nichtgebundene, markierte Bindungspartner in der flflssigen Phase 
es von an der Festphase gebimdenen, markierten Bindungspartnem getrennt und die Markierung in einer der 
beiden Phasen als MaB fflr die Anwesenheit der Konzentrati n d s nachzuweisenden Antikdrpers gemessen. 
Bei Enzymmarkierungen beispielsweise wird zur Messung die Enzymsubstratldsung dazugegeben. Die Messung 
kann beispielsweise visuell oder ph t metrisch erfolgen. 
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Immunogen bzw. ein Vakzin enthaltend eine erfindungsgemaBe 
Bindungssubstanz, die an eine AminosSuresequenz, die ein T-Zell-Epitop enthalt, oder an ein Carrier-MoIekOI 
gekoppelt ist 

Das Vakzin dient zur vorbeugenden Behandlung von Infektionen, die durch Antigene hervorgerufen werden, 
die ein Epitop der jeweiligen naturlichen Aminosauresequenz enthalten. Zum Einsatz als Immunogen muB die 5 
erfindungsgemaBe Bindungssubstanz am C- oder N-terminalen Ende entweder an ein geeignetes hochmolekula- 
res Tragerprotein, wie zum Beispiel Keyhole limpet hemocyanine, Hemocyanine, Rinderserumalburain oder 
Edestin gebunden werden. Die ICopplung kann zum Beispiel am N-terminalen Ende der Aminosauresequenz 
Ober Ma!einimidohexamaure-N-Hydroxysuccinimidester erfolgen. Da im allgemeinen Vakzine (Immunogene) 
auch T- Oder B-Zell-Epitope sind. die peptidischer Natiu* sein konnen, kann die erfindungsgemaBe Bindungssub- 10 
stanz auch an eine Aminosauresequenz gekoppelt werden, die T-Zell-Epitope enthSlt 

Das Vakzin iiegt in einer pharmakologisch effektiven Dosis und einer pharmazeutiscfa akzeptabien Formulie- 
rung vor. 

Obwohl in einer Immunantwort AntikSrper gegen ein kflnstliches Epitop mit einer vom natttrlichen Epitop 
unterschiedlichen Aminosaurestruktur erzeugt werden, binden diese AntikOrper auch an das natQrliche Epitop 15 
und kennen so zur Immunabwehr gegen Antigene, die dieses Epitop enthalten, verwendet werdea Aufgrund der 
Veranderung in der Sequenz zeigen sie aber ein verfindertes Verhaiten in Bezug zu ihrem Metabolismus im 
tierischen Organismus, z. B. eine veranderte Proteasestabilitat 

Mit dem erfindungsgemaBen Immimogen ist es auch mdglich, durch gelaufige Verfahren der Immunisierung 
AntikOrper zu erhalten, mit denen Antigene, die die Aminosauresequenz der natOrlichen Epitope enthalten, in 20 
einem immunologischen Bestimmungsverfahren nachgewiesen werden kdnnen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist deshalb ein Verfahren zur Herstellung von Antikorpem, die gegen 
ein Epitop einer nattlrlichen Aminosauresequenz gerichtet sind, das dadurch gekennzeichnet ist, daB ein Sauge- 
tier mit einer entsprechenden erfindungsgemaBen Bindungssubstanz. das mit einem Molekiil verbunden ist, das 
ein T-Zell-Epitop enthalt, z. B. ein Carrierproteimnolekill, immunisiert wird und die erzeugten Antikorper nach 25 
bekannten Verfahren, z. B. aus dem Serum oder der Milz gewonnen werden. 

Die Herstellung der erfindungsgemaBen Bindungssubstanz ist nach den dem Fachmann geiaufigen Methoden 
zur Peptidsynthese m6glich (z. B. Merrifield, J ACS 85 (1964), 2146). Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist 
deshalb ein Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemaBen Bindungssubstanzen welches darin besteht, daB 
die das C-terrainale Ende bildende Aminosaure an einen Trager gebunden wird, vom C-tenninalen Ende die 30 
gewQnschte Aminosauresequenz schrittweise aufgebaut wird, diese anschlieBend vom Trager abgespalten wird 
und vor oder nach der Abspalttmg vom Trager an ein Markierungsmolekul, an ein spezifisches Festphasen-Btn- 
demolekOl, an eine Festphase oder an ein CarriermolekUl gekoppelt wird, dadurch gekennzeichnet, daB fCr die 
Peptidsynthese an der Stelle mindestens einer Peptidbindung der natfirlichen Epitopsequenz statt der nachein- 
ander diese Peptidbindung aufbauenden ersten Aminosaure NH2— CHR*— OOOH und zweiten Aminosaure 35 
NH2-CHR2lcpOH eine nichtnatOrliche Aminosaure NH2-CHR' -X-CHR^— COOH verwendet wird, in 
der R' und R^ die gleich oder verschieden sein kdnnen, Seitenketten von natOrlichen AminosSuren bilden und X 
eine proteasestabile Atomgruppierung, insbesondere eine zwei- bis dreiatomige Kette wie eine — NH—CO-, 
-CH2-CHr. -CH-CH-, -NH-CHr, CH2-NH-. CH2-O-, O-CH2-, CH2-S-, -S-CH2- oder 
— CH2— CH2— CHrGruppedarstellt 40 

Ist die Modifikation die Veranderung einer Aminosaureseitenkette oder der Ersatz einer natUrlichen Amino- 
saure des natttrlichen Epitops durch eine k(instliche, nicht natflriicbe Aminosaure, so ist das erfindungsgemaBe 
Herstellverfahren dadurch gekennzeichnet, daB statt der zum Epitop gehdrenden natOrlichen Aminosaure eine 
entsprechend modifizierte Aminosaure benutzt wird Diese kOnstlichen Aminosaiiren sind teilweise kauflich 
erhaltlich oder kOnnen nach dem Fachmann bekannten Methoden synthetisiert werden, (z. B. L Gazerro et al, 45 
Solid phase synthesis, Seite 403, 1990; G. Jung, Peptides 1988, Waiter de Gruyter, Berlin, New York 1989, Seite 
646-648; A. jager. Peptides 1992, Escom Science Publisher B.V. 1993. Seite 47-49; R. Varrel, Peptides 1990, 
Escom Science Publishers B.V. 1991 , Seite 642-664. Seite 393-394, Seite 385-386. Seite 370-37 1). 

Im einzelnen wird zur Synthese der Aminosauresequenz eine Aminosaure des C-terminalen Ende Ober ihre 
Carboxygruppe an ein unldsliches, leicht filtrierbares Polymer geknflpft, und dann vom C-terminalen Ende her 50 
die Peptidkette schrittweise aufgebaut Zu diesem Zwedc wird eine N-geschOtzte Aminosaure mit einer reakti- 
ven Gruppierung des Polymeres zur Reaktion gebracht Von der am Tragermaterial kovalent verankerten 
Aminosaure wird die N-a-Schutzgnippe entfemt und das resultierende Aminoacylpolymer mit der nachsten 
N-geschfltzten Aminosaure umgesetzt Von dem am Trager kovalent gebundenen Dipeptid wird die N-a- 
Schutzgruppe entfemt und das resultierende Aminoacylpolymer mit der nachsten N-geschOtzten Aminosaure 55 

umgesetzt Alle Oberschflssigen Reagenzien imd Beiproduktejverden^urdi emfach^^iltrieren entfernt Ist.die 

—gewOnschte modifizierte Peptidsequenz auf diese" WeisehergesteUt, wii^ die kovalente Bindung zwischen der 
C-terminalen Aminosaure und der Ankergruppierung des polymeren Tragers g^palten. Der unlosiiche Trager 
wird durch einfache Filtration von dem in Ldsung befindlichen Peptid entfemt Das Peptid wird mittels chroma- 
tographischer Methoden gereinigt Die Koppltmg des Peptids an eine Festphase, an ein CarriermolekOl, an eine eo 
spezifische Festphasen-Bindungsstelle oder an eine Markieruiig erfolgt nach bekannten Methoden, bevorzugt 
am N-terminalen Ende der Peptidsequenz, Eine Biotinylierung kann beispielsweise nach PNAS USA 80, 1983, 
4045 erfolgen. Ein bevorzugtes Biotinylierungsmittel ist Biotinylaminocapronsaure-N-Hydroxysuccinimidester. 
Diese Gnippen kfinnen auch schon am N -Terminus der modifizierten Aminosauresequenz am Ende der Fest- 
phasensynthese eingefOhrt werden. 65 



5 



DE 44 02 756 Al 



Beispiel 1 

Durchfflhrung eines Immunoassays mit ernndungsgemaOen biotinylierten Bindungssubstanzen gegen Anti- 
kdrper gerichtet gegen das core-Epitop des HCV- Virus. 
5 In den eingeselzten Bindungssubstanzen wurde gegenflber dem naturlichen Epitop "core 2m** eine oder 
mehrere CO— NH-Peptidbindungsgruppen erfindungsgem&B ersetzt (core2m I — core2ra VII) oder Aminosau- 
ren durch D-Aminosauren ersetzt (core 2m VII). 

In streptavidinbeschichteten ES 22 Tubes der Firma Boehringer Mannheim werden jeweils 20 \il Serum 
vorgelegt (Negativserum, Positivserum, positive Seren A— C). Dann wird 1000 jil Peptidl5sung (core 2m bzw. 

10 core 2m I— VII. Konzentration 100 ng/ml in Kaliumphosphatpuffer 40 mmoI/1, pH 7,0) zupipettiert und 60 min 
im ES 22-Gerat der Firma Boehringer Mannheim stehengelassen. Nach 60 min Inkubation wird die Peptid/Ser- 
umlosung herauspipettiert und die Tubes mit Testwaschlosung Kaliumphosphatpuffer 40 mmol/1, pH 7,0 gewa- 
schen. Daim wird 1000 \il Peroxidasekonjugatl6sung (Peroxidase konjugiert an einen Anti FcY-Antik5per. 0^ 
U/ml) zupipettiert und wieder 60 min inkubiert Die Konjugatlosung wird abpipettiert und das Tube mit 

15 Waschlasung gewaschea Dann wird 1000 \il ABTS-Losung (13 mmol/l) zupipettiert und wieder 60 rain inku- 
biert Nach 60 min Inkubation wird die Losung aus dem Tube in ein Photometer pipettiert und bei 405 nm 
gemessea Tabelle 1 zeigt die relativen Reaktivitaten der kflnstlichen Epitope core2m I— VI im Vergleich zum 
natttrlichen Epitop (core 2m). Die Reaktivitaten ergeben sich aus dem Messergebnis des Immunoassay in Bezug 
zu einer Standardkurve, Trotz der Modifikation binden die kOnstlichen Epitope spezifisch und selektiv (zum 

20 Beispiel core 2m I). 
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VersuchsdurchfOhning fflr core2in-Verdau rait Pankreatin 

Es wurden zuerst core2m-L6sungen mit einem ungef^reni c = 1 — 3 mg/ml in dest Wasser hergestellt 
Diese L6sungen wurden in die anaL HPLC eingespritzt (Injektionsvolumen = 40 ^ilX 

Die Losungen wurden nun so verdUnnt, das bei emeutem Enspritzen in die HPLC die Flache 400 000 betragen 
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mUBte. Z.B. Flache der core2m IV-L6sung ergab 600 000 auf der anal HPLC bei 40 jil Injektionsvolumert 
Nun werden zwei Teile dieser L6sung mit einem Teii dest Wasser verdQnnt 

Jeweils 200^1 dieser eingestellten core2ni-L6sungen wurden mit 50 pi Pankreatin-Losung (c « 1 mg/ml) 
versetzL 

Von diesen Ldsungen wurde nach 55 min und nach 125 min eine Probe in die anaL HPLC eingespritzt 
Als Referenz wurde von jeder cx}re2ni-L6sung eine 200 ^il- Probe mit 50 \i\ desL Wasser versetzt und in die 
anal. HPIC eingespritzt 

Ober die Rachen des Peptidpeaks der anaL HPLC kann man den prozentualen Abbau des jeweiJigen Peptids 
bestimmen. 

Tabelle 2 gibt den prozentualen Anteil in % d der Resistenz der einzelnen Epitopsequenzen gegenOber 
Proteaseabbau nach 55 min und 125 mm aa Wahrend das natflrliche Epitop "core 2m" vollstandig abgebaut wird 
(0% Resistenz) sind die kOnstlichen Epitope core 2m I — VII wesentlich proteasestabiler. 
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Beispiel 3 

Synthese des serumstabilen HCV-Antigens core2m I 

Das Antigen wurde mittels Fmoc-(FIuorenylmetho)cycarbonyl-)-Festphasenpeptidsynthese mit einem SMPS 
350 Peptidsynthesizer der Fa. Zinsser Analydcs a. 15 rag 4-(2',4'-Dimethoxyphenyl-Fmoc-aminomethyl)-phe- 
noxy-Ha SA-5030 der Fa. Advanced Chemtech mit einer Beladung von 0.52 mmol/g hergestellL Von folgenden 
N-Fmoc-Aminosaure Derivaten wurden nacheinander zweimal je 90^mol zusanimen mit je 90nmol 1-Hy- 
droxybenzotriazol in 270 jtl Dimethylformamid und 105pjnol einer DimethylformamidlOsung von SOfimol 
N»N-Diisopropylcarbodtimid an das aufzubauende festphasengebundene Peptid angekoppelt: Valin, 5-Amino- 
valeriansSure, Valin. Glydn, Glycin, Glycin. Prolin, Phenylalanin, Lysin (tert Butyloxycarbonyl), AsparaginsSure 
(tert Butylester), Glutamin (Trityl), Prolin, f-Alanin, e-AminocapronsSure. P-Alanin, tert Butyloxycarbonyl- Ly- 
sin, Dimethoxytritylbiotin. Die Kupplungszeiten betragen 40 und 50 Minuten. Die Abspaltungszeit der Fmoc- 
Schutzgruppe erfolgt nach jeder Doppelkupplung mit 600 jil einer 50%igen Losung von Piperidin in Dimethyl- 
formamid Die Abspaltzeit betrSgt 20 Minuten. Die Waschschritte werden mit jeweils 700 jil Dimethylfonnamid 
achtmal nach jedem der Reaktionsschritte durchgefQhrt Die Freisetzung des Peptids erfolgt durch Behandlung 
des vom Ldsungsmittel filtrierten Harzes mit je 750 ^1 einer Mischung aus 90% Triflouressigsaure, 3% Thioani- 
sol, 3% Ethandithioi und 3% Thiokresol innerhalb von 20 Minuten und anschlieBend 140 Minuten. Das Produkt 
wird durch Zugabe von 15 ml kaltem Diisopropylether zu vereinigten Filtrat ausgefailt und durch Filtration 
isoliert Der ROckstand wird in 3 ml 50%iger Essigsfiure gelOst und lyophilisierL Der Lyophilisationsvorgang 
wird zweimal wiederholt Es werden 17 mg Rohmaterial einer Reinheit von 94% laut reverse phase HPLC 
erhalten(LSIMS:M-H"**;Matrix:raNBA, Beschleunigungsspannung:6 kV). 

Beispiel 4 

Synthese eines tetrameren HCV -Vakzinbestandteils mit erhdhter Resistenz gegen Proteasen : 
Das Vakzin besteht aus einem B-Zeil Epitop des HCV-Antigens (HCV core 18-33) gekoppelt an ein T-Zell-Epi- 
top aus einem Ebstein-Barr-Virus (EBV LMP 43-53), wobei in beiden Epitopen eine Glycin-Glycin-Peptidbin- 
dung des natQrlichen Epitops durch eine — CH2— CH2-Gruppe ersetzt ist (entspricht dem Einbau einer 5-Ami- 
novalerian-SaureX 

Die synthetische Vaccine wurde mittels Fmoc-(FIuorenylmethoxycarbonyl-)-Festphasenpeptidsynthese mit 
einem SMPS 350 Peptidsynthesizer der Fa. Zinsser Analytics an 15 mg 4-(2',4'-DimethoxyphenyI-Fmoc-araino- 
methyl)-phenoxy-Harz SA-5030 der Fa. Advanced Chemtech mit einer Beladung von (i22 mmol/g hergestellt 
Von folgenden N-Fmoc-AminosSure-Derivaten wurden nacheinander zwttimal je 90 ^unol zusanimen rait je 
90 jimol 1-Hydroxybenzotriazol in 270 \l\ Dimethylformamid und 105 junol einer Dimethylfonnamidldsung von 
90njnol N.N-Diisopropjdcarbodiimid an das aufeubauende festphasengebundene Peptid angekoppelt: Nc- 
Fmoc-Lysin, Ne-Fmoc-Lysin, P-Alanin, P-Alanin, Leucin, Leudn, Alanin, 6-Aminovaleriansaure, Threonin (-tert 
ButyletherX Tryptophan, Asparaginsaure (tert Butylester), Serin (tert Butylether), Methionin, Valin, Valin. 
5-Aminovaleriansture, Valin, Isoleucin, Glutamm (Trityl), Glydn, 5-Ammovaleriansaure, Prolin, Phenylalanin, 
Lysin (tert Butyloxycarbonyl), Valin, Asparaginsaure (tert Butylester), Glutamin (Trit>i), Prolin, Essigsaure. Die 
Kupplungszeiten betragen 40 und 50 Minuten. Die Abspaltungszeit der Fmoc-Schutzgruppe erfolgt nach jeder 
Doppelkupplung mit 600 \i\ einer 50%igen L6sung von Piperidin in Dimethylformamid. Die Abspaltzeit betragt 
20 Minuten- Die Waschschritte werden mit jeweils 700 Dimethylformamid achtmal nach jedem der Reaktions- 
schritte durchgefOhrt Die Freisetzung des Peptids erfolgt durch Behandlung des vom LOsungsmittel filtrierten 
Harzes mit je 750 jil einer Mischung aus 90% Trifluoressigsaure, 3% TTiioanisoI, 3% Ethandithioi und 3% 
Thiokresol innerhalb von 20 Minuten und anschlieBend 140 Minutea Das Produkt wird durch Zugabe von 15 ml 
kaltem Diisopropylether zu vereinigten Fihrat ausgefailt und durch Filtration isoliert Der Rflckstand wird m 
3 ml 50%iger Essigsaure gelost und lyophilisiert Der Lyophilisationsvorgang wird zweimal wiederholt Es 
werden 13 mg Rohmaterial emer Reinheit von 42% laut reverse phase HPLC erhalten, wovon 4 mg mittels 
praparativer reverse-phase-HPLC gereinigt werden. Ausbeute: a7 mg (LSIMS: M-H+; Matrbc: mNBA, Be- 
schleimigimgsspannung: 6 kV)L 

PatentansprOche 

1. Immunologische Bindungssubstanz, die an einen Antik5rper, der gegen ein Epitop mit einer nattlrlichen 
Aminpsauresequenz spezifisch gerichtet ist spezifisch bmdet und die entweder eine detektierbare Markie- 

ningjragt oder_festphasengebunden-ist oder-Ubcr ein-spezifisches BindungsmolekOI-an-eine Festphase^ 

gebunden werden kann oder an ein immunogen wirksames,T-Zell-Epitop enthaltendes Molekfll oder an ein 
CarrierproteinmolekQl gebunden ist dadnrch gekennzexcluiet, daB die speziHsche Bindungssubstanz eine 
dem nattlrlichen Epitop entsprechende Aminosauresequenz darstellt bei der mindestens an einer Peptid- 
bindung oder an einer Aminosaure die Sequenz dadurch verandert ist daB 

a) eine oder mehrere — CO— NH-Peptidbindungsgruppen durch eine davon verschiedene zwei- oder 
dreiatomige BrQcke ersetzt kind, 

b) Aminosaureseitenketten um eine — CH2-Gruppe verkOrzt oder um eine — CH2-, — S-, — — NH-, 
— S02- oder — CO-Gruppe veriangert sind, 

c) eine oder mehrere Aminosauren durch eine nicht-biogene L- oder D-Aminosaure des Typs HR' 
N-Y-COOH ersetzt sind, wobei 

R' Wasserstoff und 
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Y eine — (CH2)n-Gruppe darstelit, mit n = 2-8 oder eine >CH-(CH2)m-CR»R^R3 Gruppe darstellt 
niitm = 0— 3,wobei 

R^ und R^ die gleich oder verschieden sein kSnnen. Wasserstoff, einen verzweigten oder unver- 
zweigten CI — C4-AJkylrest darstellen oder einen Phenyl-, Naphtyl- oder einen O. S oder N enthalten- 
den 5— 6gliedrigen Heteroarylrest darstellen, der mit Methyl, Halogen, NH2, OH oder Carboxy substi- 
tuiert sein kann oder wobei 
y eine > CHR-Gruppe darstellt. wobei 

R eine Seitenkette einer natOrlichen Aminosaure darstellt, in der eine — CH2-Gruppe durch — S— . 
NH— , — CH«— , — S02— , —CO— oder — O— ersetzt ist, oder in der ein oder mehrere H-Atome 
durch Methyl, NHz, Carboxyl, SH. Halogen oder Hydroxy ersetzt sind wobei in alien Fallen Y eine in 
keiner naturlichen Aminosaure vorkommenden Gruppierung bildet oder wobei R' Methyl, Ethyl oder 
Phenyl und Y eine > CHR-Gruppe darstellt, in der R eine Seitenkette einer natOrlichen Aminosaure ist, 
oder 

d) eine oder mehrere Aminosauren durch eine einer natOrlichen L-Aminosaure entsprechenden D-A- 
minosaure ersetzt sind 

2. Immunologische Bindungssubstanz gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da& die — CO— NH- 
Gruppe einer Peptidbindung durch eine -NH— CO-, -CH2-CH2-. -CH=CH-, -CH2-NH-, -NH- 
CH2-. -S-CHr. "CH2-S-. -CH2-0-, -O-CH2- oder -CH2-CH2-CH2-Gruppe ersetzt ist 

3. Immunologische Bindungssubstanz gemtO Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafi die — CO— 
NH-Gruppe durch eine — CH2-CH2-, CH2-NH-, — NH-CO-Gruppe ersetzt ist 

4. Immunologische Bindungssubstanz gemaB Anspruch 1—3, dadurch gekennzeichnet, daB eine —NH- 
CO-Gruppe an einer proteasespaltungsgefahrdeten Peptidbindung ersetzt ist 

5. Immunologische Bmdungssubstanz gemaB Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die — CO— 
NH-Gruppe zwischen zwei Aminosauren, von denen mindestens eine Glydn ist, ersetzt ist 

6. Immunologische Bindungssubstanz gemaB Anspruch 1, dadurch geketmzeichnet, daB alle Aminosauresei- 
tenketten um eine — CH2-Gruppe veriangert sind. 

7. Immunologische Bindungssubstanz gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB eine Aminosaure 
durch eine D-Aminosaure wie D-Prolin oder D-Alanin ersetzt ist 

8. Inunimologische Bindungssubstanz gemaB Anspruch 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Bindungs- 
substanz an ein spezifisches Bindungsmolektll fOr eine Festphasenbmdungsstelle gebunden ist 

9. Immunologische Bindungssubstanz gemaB Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB das spezifische 
BindungsmolekOl Biotin ist 

10. Vakzin eiithaltend als Immunogen eine inununologische Bindungssubstanz, die an ein Carrier-MolekQl 
Oder ein immunogen wirksames MolekOI. das ein T-Zell-Epitop enthait, gekoppelt ist wobei die Bindungs- 
substanz mit einem Antikorper, der gegen ein Epitop mit einer natOrlichen Aminosauresequenz gerichtet 
ist spezifisch bindet und zusammen mit dem Carrier-MoIekOl flhig ist solche AntikSrper als Immimantwort 
zu erzeugen, dadurch gekennzeichnet daB die Bindungssubstanz eine an einen immunogen wirksamen 
Carrier gebundene Bindungssubstanz gemaB Anspruch 1 —9 ist 

1 1. Verfahren zur Herstellung von AntikSrpem, die gegen ein Epitop mit einer natOrlichen Aminosaurese- 
quenz gerichtet smd, dadurch gekennzeichnet daB ein Saugetier mit einem Immunogen gemaB Anspruch 10 
inmiunisiert wird und Antikorper nach Qblichen Methoden gewonnen werden. 

1 2. Immunoassay zum Nachweis eines Antikdrpers, der gegen ein Epitop mit einer natOrlichen Aminosaure- 
sequenz gerichtet ist, durch Inkubation der Antlkdrperprobe mit zwei Bindungspartnem, die mit dem 
Antikdrper spezifisch binden, und Bestimmung der Bildung des Antikdrper-Bindungspartner-Komplexes in 
geeigneter Weise, dadurch gekennzeichnet daB als Bindungspartner fOr den Antikdrper mindestens eine 
Bindungssubstanz gemaB Anspruch 1—9 verwendet wird 

13. Immunologisches Bestimmungsverfahren zum Nachweis eines AntikOrpers, der gegen ein Epitop mit 
einer natOrlichen Aminosauresequenz gerichtet ist niit Hilfe einer ersten Bindungssubstanz, die festphasen- 
gebunden vorliegt oder Ober ein spezifisches BindungsmolekOl an eine Festphase gebunden werden kann 
und die spezlHsch mit dem Antikdrper bindet, imd einem markierten Bindungspartner, der mit dem Antikdr- 
per spezifisch bindet, durch Kontaktieren der Antikdrperprobe mit der spezitischen Bindungssubstanz, dem 
marlderten Bindungspartner und der Festphase und Messung der Markierung an der Festphase oder in 
freier Phase als MaB fOr die Menge des Analyten, dadurch gekennzeichnet, daB die spezi^sche Bindungssub- 
stanz eine Bindungssubstanz gemaB Anspruch 1 —9 darstellt 

14. Immunologisches Bestimmungsverfahren gemaB Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB auch der 

markierte Bindtmgspartner eine markierte spezifische Bindungssubstanz gemaB Aiwpnj^ 

15-Verfahren gemaB Anspruch 3. dadurch gekefinzdctinet, ciaB der markierte Bindungspartner ein gegen 
den Antikdrper gerichteter Anti-Antik6rper darstellt 

16. Verfahren gemaB Anspruch 3-5, dadurch gekennzeichnet daB der Bindungspartner enzymmarkiert ist 
oder markiert Chemiluminszenz oder Fluoreszenz. 

1 7. Verwendung einer spezifischen Bindungssubstanz gemaS Anspruch 1 —9 fOr Immunoassays. 

18. Verwendung einer spezifischen Bindungssubstanz gemaB Anspruch 10 zur Herstellung eines Vakzins. 

19. Herstellung einer spezifischen Bindungssubstanz gemaB Anspruch 1 durch Bindung der das C-terminale 
Ende bildenden Aminosaure an einen Trager, schrittweisen Aufbau der Aminosauresequenz nach bekann- 
ten Methoden, Abspaltung des C-terminalen Endes der Sequenz vom Trager und Kopplung der Sequenz 
vor oder nach der Abspaltung vom Trager an ein MarkierungsmolekQl, an ein spezifisches Festphasenbin- 
demolekOl, an eine Festphase, an ein CarriermolekOl oder an ein T-Zell-Epitop enthaltendes MolekOl, 
dadurch gekennzeichnet daB fur die Peptidsynthese an der Stelle einer proteasespaltungsge^hrdeten 
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Peptidbindung oder einer AminosSure der natflrlichen Epitopsequenz statt 

a) der nacheinander diese Peptidbindung bildenden Aminosauren NH2— CHR*— COOH und 
NH2-CHR2-COOH eine nichtnatUrliche Aminosaure NH2— CHR» -X-CHR^-COOH verwendet 
wird, in der R* und R^ die gleich oder verschieden sein konnen, Seitenketten von nalOrlichen Amino- 
sauren bilden und X eine zwei- oder dreiatomige BrOcke bildet, 

b) einer ArainosSure des natQriichen Epitops 

— eine AminosSure verwendet wird. deren Seitenkette um eine — CH2-Gruppe verkOrzt oder ura 
eine — CH2-, — S-. -0-, — NH-. -S02- oder — CO-Gruppe verlSngert ist 

— eine nicht-biogene L- oder D-Aminosaure des Typs HR' N— Y— COOH verwendet wird, in der 
R'Wasserstoff und 

Y eine -(CH2)n-Gruppe darstellt, mit n«2— 8 oder eine > CH— (CH2)m-CR<R2R3-Gruppe dar- 
stellt mit m = 0—3, wobei 

Rl, R2 und R3, die gleich oder verschieden sein konnen, Wasserstoff, einen verzweigten oder 
unverzweigten CI — C4-Alkylrest darstellen oder einen Phenyl-, Naphtyl- oder einen O, S oder N 
enthaltenden 5-6gliedrigen Heteroarylrest darstellen, der mit Methyl, Halogen, NH2, OH oder 
Carboxy substituiert sein kann oder wobei 

Y eine > CHR-Gruppe darstellt, wobei 

R eine Seitenkette einer natariichen Aminosaure darstellt, in der eine — CH2-Gruppe durch — S-, 
NH— , — CH«= — , — S02— , —CO— Oder — O— ersetzt ist, oder in der ein oder mehrere H-Ato-* 
me durch CH3, NHz, Carboxyl, SH, Halogen oder Hydroxy ersetzt sind wobei in alien Fallen Y eine 
in keiner natQriichen Aminosaure vorkommende Gruppierung bildet oder wobei R' Methyl, Ethyl 
Oder Phenyl und Y eine > CHR-Gruppe darstellt, in der R eine Seitenkette emer natQriichen 
Aminosaure ist. oder 

— eine D- Aminosaure verwendet wird, die einer beliebigen natQriichen L-Aminosaure entspricht 
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